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RESUMO

(FILOGENIA DE PHYMATIDIUM LINDLEY (ORCHIDACEAE: ONCIDIINAE) E
MONOGRAFIA DO GENERO PARA A FLORA DO PARANA). Orchidaceae é uma das
maiores familias dentre as Fanerégamas e esta distribuida em quase todo o mundo.
Devido a problemas de amostragem de taxons e regides de DNA, muito ainda resta a ser
feito para conseguir elucidar as relagdes filogenéticas dentro da familia, e propor sistemas
de classificagdo que reflitam sua filogenia. O género Phymatidium pertence ao grupo
Ornithocephalus da subtribo Oncidiinae e consiste de dez espécies restritas principalmente
ao Sudeste do Brasil. Apds a publicagao de revisao taxondmica que esclarece as espécies,
torna-se possivel a elaboragdo de uma filogenia através de dados morfolégicos qualitativos
e quantitativos, assim como, coletas recentes permitem o estabelecimento de Bancos de
DNA total de plantas possibilitando a elaboragdo de uma filogenia molecular. Os estudos
serao realizados atraveés de consulta as colegbes dos principais herbarios nacionais e do
Estado do Parana e coletas em todos os tipos vegetacionais paranaenses, priorizando as
regides de Mata Atlantica, onde a maioria das espécies é referida. O seqlienciamento sera
feito através de servicos prestados pela empresa Macrogen especializadas em
sequenciamento de amostras de DNA amplificadas. Todas as sequUéncias da colegcao de
DNA total obtidas neste projeto serdao submetidas ao Genbank. Para avaliar se as
amostras de diferentes individuos formam um agrupamento especifico monofilético e a
relacado entre as espécies do género, serao utilizadas abordagens filogenéticas padrao de

Maxima Parcimb6nia e Analises Baiesianas.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Orchidaceae é uma das maiores familias dentre as Faner6gamas e esta distribuida
em quase todo o mundo, com excecao das regides polares e desérticas. Apresenta-se em
maior amostragem e diversidade nas regides tropicais e subtropicais, sendo a Floresta
Atlantica brasileira a segunda area mais rica em orquideas ficando apenas atras da regiao
andina. A familia possui cerca de 25.000 espécies (DRESSLER, 1993). No Brasil esse
numero aproxima-se de 2.400 espécies (BARROS et al, 2010).

Devido a complexidade e diversidade morfolégica dentro da familia, existe um
numero grande e bastante contrastante de sistemas de classificagdo (entre os principais
SCHLECHTER, 1926; BRIEGER, MAATSCH e SENGHAS, 1970-1984; DRESSLER, 1981;
DRESSLER, 1993; SZLACHETKO, 1995). Nas ultimas décadas, estes sistemas
comecgaram a ser avaliados tanto através de estudos morfologicos (BURNS-BALOGH e
FUNK, 1986; FREUDENSTEIN e RASMUSSEN, 1999) quanto moleculares (CHASE et al,
1994; NEYLAND e URBATSCH, 1996; CAMERON et al.,21999; CAMERON e CHASE,
2000; FREUDENSTEIN e CHASE, 2001). Entretanto, devido a problemas de amostragem
de taxons e regides de DNA, muito ainda resta a ser feito para conseguir elucidar as
relacdes filogenéticas dentro da familia, e propor sistemas de classificagao que reflitam sua
filogenia. De forma similar, embora exista um numero crescente de trabalhos com filogenia
dentro das subtribos (CAMERON e CHASE, 1999; VAN DEN BERG et al., 2000;
WHITTEN, WILLIAMS e CHASE, 2000; PRIDGEON, SOLANO e CHASE, 2001; WILLIAMS
et al., 2001; KORES et al., 2002) e dentro de géneros (RYAN et al., 2000; VAN DEN BERG
et al., 2000; GRAVENDEEL et al., 2001; WILLIAMS et al., 2001; CARLSWARD, WHITTEN
e WILLIAMS, 2003), ainda ha a necessidade de muitos estudos para elucidar as relagbes
numa familia to diversa.

Os primeiros caracteres utilizados para inferéncias filogenéticas, ou seja, para



reconstrucdo de histérias evolutivas, foram os morfolégicos. Os caracteres morfologicos
foram extremamente uteis para o reconhecimento de grandes grupos, bem como para a
descricao de familias, géneros e espécies, constituindo a base das primeiras classificagcoes
dos seres vivos. Com o advento da biologia molecular, inumeras técnicas de acesso ao
material genético foram desenvolvidas, entre as quais 0s ensaios imunologicos, a
eletroforese de enzimas e proteinas, a hibridizacdo do DNA e a reacdo em cadeia da DNA
polimerase (PCR). Mais recentemente, o sequenciamento de regides especificas de DNA
tem constituido uma nova alternativa de acesso a informagdao genética, permitindo
comparagdes entre individuos representando diferentes niveis taxondmicos
(SCHNADELBACH & VAN DEN BERG, 2011).

O termo filogenia molecular refere-se as relagées de ancestralidade inferidas a partir
de estudos moleculares. Os caracteres moleculares sao extremamente Uteis para
inferéncias filogenéticas, constituindo um conjunto quase ilimitado de dados sobre o
material genético. Desde ent&do, os caracteres moleculares juntamente com os caracteres
morfolégicos, tém subsidiado os sistematas no aprimoramento das classificacbes dos
seres vivos (SCHNADELBACH & VAN DEN BERG, 2011).

A primeira grande filogenia de angiospermas baseada em sequéncias de DNA
constituiu um marco para a sistematica filogenética. Seqiéncias do gene cloroplasmatico
rbcL de diferentes taxons foram comparadas e a delimitagdo taxonémica de alguns grupos
foi modificada. Desde entdo, varios estudos tém buscado ampliar e aprofundar o
conhecimento sobre as relagdes filogenéticas em angiospermas em diferentes niveis,
aprimorando significativamente a taxonomia de varios grupos (SCHNADELBACH & VAN
DEN BERG, 2011).

O género Phymatidium pertence ao grupo Ornithocephalus da subtribo Oncidiinae

(Orchidaceae), e foi estabelecido por Lindley em 1833 baseado em P. delicatum e P.



falcifolium (TOSCANO DE BRITO, 2007). As espécies de Phymatidium foram
primeiramente ilustradas pelo boténico brasileiro Jodo Barbosa Rodrigues (1842 — 1909),
diretor do Jardim botanico do Rio de Janeiro, na sua Iconographie des Orchidées du Brésil
publicado postumamente por SPRUNGER et al. (1996). O género é representado por
micro-orquideas que foram pouco estudadas ao longo dos anos. Sao espécies raras e em
risco de extincdo pela sua beleza peculiar.

COGNIAUX (1905) revisou o género Phymatidium em seu tratado de Orchidaceae
para a Flora Brasiliensis de Martius. As cinco espécies reconhecidas foram separadas em
dois grupos segundo a presenga ou auséncia de uma haste distinta, a disposi¢cdo das
folhas, forma e consisténcia das folhas, e o nimero de vasos das folhas. Com exceg¢ao da
forma das folhas e a consisténcia, os outros caracteres utilizados por ele nido eram
confiaveis para a taxonomia dos Phymatidium segundo Toscano de Brito (2007). Cogniaux
também forneceu ilustragdes de todas as espécies exceto P. falcifolium. Estas ilustragcoes
foram feitas a partir de gravuras baseadas em desenhos originais de Barbosa Rodrigues
(TOSCANO DE BRITO, 2007).

PABST & DUNGS (1977) forneceram uma lista com sinbnimos e dados sobre a
distribuicdo de dez espécies do género reconhecidas por eles. Mais recentemente,
TOSCANO DE BRITO (2001) realizou uma revisao sistematica de todos os 12 géneros do
grupo Ornithocephalus (subtribo Oncidiinae) em que, a morfologia de sementes,
fitoquimica, anatomia, morfologia, polinizacdo, taxonomia e nomenclatura deste género
foram revistos.

Segundo Toscano de Brito (2007), atualmente, Phymatidium consiste de dez
espécies restritas principalmente ao Sudeste do Brasil e uma espécie com registros partir
do Uruguai e outra da Argentina. Caracterizam-se por crescerem como epifitas em arvores

e arbustos nas florestas e sao freqlentes em areas perturbadas e cultivadas.



Com a publicagdo da revisdo taxonébmica por TOSCANO DE BRITO (2007),
esclarecendo as espécies torna-se possivel propor uma hipdtese filogenética molecular
acrescentando dados morfolégicos qualitativos e quantitativos, assim como o
estabelecimento de Bancos de DNA total de plantas e realizar a monografia do género

para o estado do Parana.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 MONOGRAFIA DO GENERO PARA O ESTADO DO PARANA

O estado do Parana (area de estudo deste trabalho), situado na regido sul do Brasil,
esta localizado entre as latitudes 22°42’30” e 26°42’59”, com cerca de 470km de extensao,
e entre as longitudes 48°02°24” e 54°37°38” a oeste de Greenwich, com mais de 670km de
extensdo. Ocupa uma area de cerca de 200.000 km?, limitando-se ao norte com o estado
de S&o Paulo, a leste com o Oceano Atlantico, ao sul com o estado de Santa Catarina e a
oeste com o estado do Mato Grosso do Sul e com os paises Paraguai e Argentina
(MAACK, 1968).

Ocorrem cinco principais tipos de vegetacdo no Parana, segundo Velloso et.al.
(1991), Floresta Ombroéfila Densa, no litoral e na serra do mar; Floresta Ombréfila Mista,
nas regides mais altas ao sul da regido planaltina; Estepe Ombréfila, nas mesmas regides;
Floresta Estacional Semidecidual Subxérica, no norte e oeste do segundo e terceiro
planaltos; e Savana Estacional Subxérica, no nordeste do estado.

Serao consultadas as colegdes dos principais herbarios nacionais e do estado do
Parana (FUEL, HUCP, HUEM, HUPG, MBM, UNOP, UPCB), com a finalidade de obtencgéo
de dados sobre as mesmas e confeccdo de banco de dados sobre as espécies
encontradas no estado e herborizadas em cada um deles.

As coletas serdo realizadas em todas as areas dos diferentes tipos vegetacionais
paranaenses, priorizando as regides de Mata Atlantica, onde a maioria das espécies é
referida. As espécies encontradas serao fotografadas em campo e coletadas amostras
para cultivo em casa de vegetagdo. Serdo realizadas anotagbes de campo e amostras
serao coletadas, prensadas e secas em estufas apropriadas e herborizadas segundo
(MORI et al, 1989). O material sera etiquetado, tombado e incorporado as colegbes dos

herbarios UPCB e MBM.



Nas coletas, serao observados e anotados dados biolégicos como: periodos de
floracdo, habitats preferenciais e caracteristicas ambientais das areas de ocorréncia, os
quais servirdo de base para complementar a caracterizagdo das espécies em estudo e
para construcdo de mapas de distribuicao geografica das mesmas.

Para a construcdo de mapas de distribuicao geografica das espécies sera usado o
programa DIVA-GIS (HIUMANS et al., 2011) baseado em registros de coletas descritos na
revisdo de Toscano de Brito (2007) e os dados de latitude e longitude de acordo com o
IBGE.

Cada espécie estudada sera representada através de desenho em pranchas, feitos
ao microscopio estereoscépico, com auxilio de cdmara clara, contendo todos os detalhes
morfolégicos e diferentes fenofases das mesmas.

As identificacbes serdo baseadas na comparagdo morfologica de exemplares
depositados em herbario acrescidos de dados obtidos através de uma ampla revisdo de
exemplares herborizados e de bibliografia adequada, como DRESSLER, R.L 1993,
HOEHNE, F.C 1949, PABST & DUNGS, 1975, 1977, e obra principais de cada uma das
espécies encontradas no estado do Parana, entre outros que iremos pesquisar no decorrer

do desenvolvimento do trabalho.

3.2 ESTUDOS FILOGENETICOS

As amostras de tecidos vegetais serdo armazenadas em silica-gel, e o
armazenamento de DNA total extraido e/ou purificado sera armazenado em ultrafreezers (-
80°C). Para a extracdo de amostras de DNA sera utilizada a metodologia baseada no
protocolo de CTAB 2X de DOYLE & DOYLE (1987), com algumas modificagdes, incluindo
a maceragao manual das amostras em cadinhos com nitrogénio liquido. As aliquotas do

material serao mantidas no Banco de DNA Total de Plantas da UFPR (UPCB-DNA),



vinculadas a vouchers identificados no herbario UPCB e as duplicatas destes materiais
enviadas para o herbario MBM.

Sera amplificada e sequenciada a combinacao dos fragmentos das regides matK, do
genoma plastidial, e o espagador ITS (Internal Transcriber Spacer) do genoma nuclear. As
amplificagbes de PCR serdo realizadas em reagdes de 30pul constituidas de tampao1X,
2,5mM de MgCI2, 0,2mM de dNTPs, 0,5mM de cada primer, 10ng de BSA, 2,0 unidades
de Taq DNA polimerase e 20-50ng de DNA gendmico. As amplificagbes serdo feitas
seguindo o programa de 1 minuto de aquecimento a 94 °C e 40 ciclos de 30 segundos de
desnaturacédo a 94 °C, 40 segundos de anelamento a 49-55 °C e 40 segundos de extenséo
a 72 °C, seguido de uma extensao final a 72 °C por 5 minutos. Os produtos de PCR serao
verificados em eletroforese horizontal em gel de agarose 1% e posteriormente corados em
banho com brometo de etidio. Os produtos de PCR com boa amplificagdo (i.e. de 70-
100ng) seréo purificados com PEG 20% (DOYLE & DOYLE modificado, 1987).

O sequenciamento sera feito através de servicos prestados por empresas de
biotecnologia MACROGEN localizadas na Coréia do Sul especializadas em
sequenciamento de amostras de DNA amplificadas. Todas as sequéncias da colecao de
DNA total obtidas neste projeto serdo submetidas ao Genbank.

Para a realizacdo da filogenia morfolégica serdao obtidos caracteres neomorficos e
transformacionais baseados na observacdo da diversidade morfolégica encontrada nos
orgaos vegetativos (rizoma, pseudobulbo e folha) e reprodutivos (inflorescéncia, flores,
sépalas, pétalas, labelo e coluna). Os caracteres levantados serdo analisados quanto ao
seu estado, de acordo com os quatros componentes proposto por Sereno (2007). Os
componentes sao: localizador (L1) (estrutura morfoldgica), variavel (V) (aspecto que varia),
qualidade da variavel (q) (modificagdo da variavel) e o estado do caracter (Vn) (condigbes

exclusivas do carater) (tabela 1). A partir desses quatros componentes podem-se definir



dois padrées fundamentais de caracter: o neomorfico (presengca e auséncia de um

caracter) e o transformacional (qualidade do caracter) (SERENO, 2007).

Tabela 1: Estrutura légica para os caracteres morfolégicos. Dois tipos fundamentais sao
reconhecidos:

Tipo de caracter Exemplo Notagado simbdlica
L1 \ Vo V1

Neomorfico Folha, bainha: ausente (0); presente (1) L1, V; vo, v1
L1 Vo V1

Neomorfico Inflorescéncia: ausente (0); presente(1) L1; vo, v1
L1 \ q Vo V1 V2

Transformacional Inflorescéncia, corte transversal, forma: Angular(0); Dobrada(1);0bliqua2)  L1; Vg: vo, v1

Legenda: L,- estrutura morfologica; V- variavel; g- qualidade da variavel; v,- estado do caracter.

A terminologia empregada na descricao dos caracteres e seus respectivos estados
foram extraidos de HARRIS & HARRIS (1999) e STEARN (2004).

Para avaliar se as amostras de diferentes individuos formam um agrupamento
especifico monofilético e a relagdo entre as espécies do género, serdo utilizadas
abordagens filogenéticas padrao: Maxima Parcimb6nia (MP) através do programa
PAUP4b10 (SWOFFORD, 2002). Andlises Bayesianas (Bl) serdo realizadas como o
programa MrBayes Versédo 3.1.2 (RONQUIST & HUELSENBECK, 2003). As arvores serao

visualizadas e editadas através do programa Treeview (PAGE, 1996).
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5. VIABILIDADE DO PROJETO

Os custos do projeto serdao obtidos na parte de monografia do género através do
projeto “Flora do Parana”, onde sao previstos auxilios para os custos de herborizagdo e
empréstimos entre herbarios. As viagens a campo ocorrerdo por conta do candidato e
através da participacdo de disciplinas que envolvem campo como a “Formacgdes
Vegetacionais” oferecidas anualmente pelo Programa de Pds-graduagao em Botanica da
UFPR. Quanto a parte relacionada ao laboratério de Filogenia e genética da conservagao
de plantas, este conta com todo o equipamento e reagentes necessarios a condugao do
projeto, assim como toda a parte computacional necessaria a elaboragdo da filogenia
morfolégica. Sera solicitado a Fundagcbes de Fomento a Pesquisa, apoio financeiro ao

projeto, que cubram despesas com as viagens de campo e ilustragées botanicas.
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